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はじめに

抗体医薬（monoclonal antibody，mAb）に代表される
バイオ医薬品の製造は複雑で低効率なプロセスである．
長期にわたる細胞培養後，生産された目的物質を培養液
から複数のクロマトグラフィー（liquid chromatography，
LC）を逐次実施して高純度に精製する．
典型的なmAbの精製（ダウンストリーム）プロセス

（downstream process，DSP）を図1に示す 1)．最初に
mAbに強い生物学的親和性を有するプロテインAクロ
マトグラフィー（PAC）により，大量に吸着・溶出操作
を行う．この操作を，キャプチャーステップという．そ
の後に，低pH（pH 4以下）で一定時間保持する低pH
ウイルス不活化を実施する．さらに，2種類のクロマト
グラフィーにより不純物を非常に低レベルにまで除去す
る．この工程は，抗体純度90％以上から少量の不純物
を除去するのでポリッシングと呼ばれる．最後にウイル
スろ過を行う．
多くのユーザー（バイオ製薬企業）では，このような

DSPを標準化して（プラットフォームとして）構築し，
各LC条件（カラムサイズ，流速などの操作条件，移動
相条件など）を（多くの場合，試行錯誤法により）最適

化している．
製造プロセスの全コストの50–60％以上をDSPが占

めると指摘されており 2)，DSPの効率化は重要である．
高効率mAb製造プロセスの構築のため，2013年に次

世代バイオ医薬品製造技術研究組合（http://cho-mab.
or.jp/）が設立され，Cell-line   engineering，Upstream 
process，DSP，高度分析技術などの研究開発を2017年
まで5年間にわたって行った．本稿では，DSPに関する
研究成果について紹介する．

高度ダウンストリームプロセス（DSP）の開発

DSPの主体であるクロマトグラフィーは，基本的に
回分操作である．図2に示すような装置で，複数のタン
クを切り替えてサンプル，洗浄，溶出，再生，平衡化を
実施する（図3）．装置（配管やバルブなどのアクセサ
リー）やカラムの適正な洗浄と，洗浄後の装置およびカ
ラムのバリデーションは重要であり，また，装置とカラ
ムの洗浄・バリデーションのコストは高い．
シングルユースシステムは，洗浄とバリデーションが
不要になるという大きなメリットがある．完全なシング
ルユースシステムはタンク，配管，バルブ，ポンプヘッ
ド，センサーがディスポーザブルであるが，実際には，
後述するハイブリッド型（一部は洗浄・再利用）が多く

バイオ医薬品ダウンストリーム 
クロマトグラフィープロセスの効率化
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図1．典型的な抗体精製プロセス（DSP） 図2．製造用クロマトグラフィー装置
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使用されている．
図3は，プロテインAアフィニティクロマトグラフィー

（PAC）によるキャプチャーステップの操作を示してい
る．抗体を含む培養液をカラムに連続的に供給し，抗体
がカラムから漏出する前に，試料供給を停止し，不純物
を洗浄した後に，酸性溶液により抗体を溶出脱着して回
収する．その後，再生・再平衡化して，再度利用する．
試料供給量が20カラム体積，それ以外の洗浄，溶出，
CIP（cleaning-in-place），平衡化が40カラム体積程度
になることが多く，図2に示すように大型の溶液タンク
が複数本，必要となる．

PACは非常に高価な分離剤なので，カラムの再利用
は必須である．また，ユーザーがPAC分離剤をクロマ
トグラフィーカラムに適正に充填しなければならない．
50–100 L以上の大型カラムを全自動充填できる機能を
装備したカラムハウジングも開発されているが，充填条
件はユーザーが設定し，充填後にカラム性能の確認が必
要である．分離終了後に再生・平衡化されたカラムも同
様にカラム性能の確認が要求される．
これら充填操作と再利用におけるバリデーションを 

不要にする方法として，プレパックカラムが期待されて
いる．
分析用HPLCカラムを自分で充填するユーザーはい

ないが，タンパク質精製プロセス開発用の小型カラムを
自分で充填する研究者は多い．充填するにはノウハウが
必要となるので，素人が適正なカラムを作製することは
難しい．また，そのための訓練と時間も必要となる．さ
まざまな分離剤とカラムサイズに対応したプレパックカ
ラムが市販されていなかったことも理由である．
大型カラムの場合は，数回の利用後，保存し再利用さ

れるが，最適化されたプレパックカラムの場合は，1バッ
チの処理に使用後，廃棄することが想定され，保存後，
再利用時のバリデーションが不要となる．

高性能分離剤プレパックカラムの開発

プレパックカラムに要求されるのは，通常のHPLC
カラム同様に，供給されたカラムが常に同じ分離性能で
あり，繰り返し利用による劣化挙動も同じであることで
ある．
本プロジェクトでは，先行海外製品を凌駕する動的吸
着量のプロテインAアフィニティクロマトグラフィー分
離剤をはじめとして，優れた分離性能のイオン交換クロ
マトグラフィーや複数の相互作用を利用するミクスド
モードクロマトグラフィー分離剤の開発に成功した．さ
らに，抗体Fc領域に親和性を持つリガンド（東ソー）や，
抗体Fab領域への高特異性と高回収率が可能なプロテ 
インGリガンド（カネカ）， 軽鎖を含有する広範囲な
抗体種に対して高い結合能を有するプロテインLリガン
ド（カネカ）による新規アフィニティクロマトグラフィー
分離剤も開発した．
次に，下記のサイズのプラスチックカラムハウジング
を開発し，さまざまな分離剤を最適に充填するプロトコ
ルを確立した．開発したプレパックカラムの規格を表1
にまとめる．A–Cのプロトタイプの構造の最適化には
3Dプリンターを活用した．

A，B，Dの充填済みプレパックカラムの外観の写真
を図4に示す．また，カラムDの充填性能評価結果も図
中に示した．アセトンのパルス応答の曲線は，対称性も
高く，先行海外品に比べ高い理論段数が得られている．

プレパックカラムを利用したプロセス開発と 
GMP施設における実証プロセスの実施

次に，プレパックカラム利用して5つの高効率抗体精
製プロセスを開発し，標準作業手順書（SOP）を作成し
た．このSOPに基づき，神戸GMP施設にて50 L培養
液からプレパックカラムとシングルユースシステムで既

表1．開発したプレパックカラム

用途 ベッド 
体積

内径
（mm）

ベッド高
（cm）

A スクリーニング 1 mL 7 2.5

B1 プロセス開発 5 mL 8 10

B2 プロセス開発 10 mL 8 20

C1 プロセス開発 20 mL 15 10

C2 プロセス開発 40 mL 15 20

D パイロット 1 L 80 20

E 小型製造 ～10 L 230 20

図3．典型的なクロマトグラフィー操作：プロテインAクロマ
トグラフィーによるキャプチャークロマトグラフィー操作
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存プロセスの1/2以下の時間で実施できることを実証し
た．どのプロセスにおいても最終精製品の残留DNA，
HCP（ホストセルプロテイン），残留脱離プロテインA

量は，設定規格値以下となり，ステップ回収率は90％
以上であった．

5種類のプロセスの詳細を表2にまとめる．DSP-5を
除き，基本的にはPACに続いて2種類のポリッシュク
ロマトグラフィーで実施している．
プロセス開発の具体的な手順は以下のとおりである．

[1]–[3]は製薬メーカーの専門家を含む検討会議で決定
した．[1]–[5]は最短3–4か月で完了することができ，
迅速なプロセス開発が可能であった．
[1] 1 mLカラム（A）を用いたプロセス構成と条件検討
[2] 10–20 mLカラム（B，C）を用いた最適化（試料
負荷量，滞留時間，pH，塩濃度など）

[3] 1 Lカラム（D）プロセス運転条件決定とSOP作成
[4] 1 Lプレパックカラム（D）準備
[5] GMP施設で精製実施
[6] 精製結果分析  残留DNA，残留HCP，残留離脱

Protein Aの3項目で評価

本プロジェクトで開発されたシングルユースクロマト
グラフィー精製システムは，ハイブリッド型と呼ばれる
装置であり，タンパク質と接する部分はプラスチックに
よりシングルユース化されており，緩衝液のみと接する

図4．充填済みプレパックカラム（A，B，D）の外観と，Dカ
ラムの充填性能評価値．B1はベッド高10 cm，B2はベッド高
20 cm．非対称係数と理論段数は通常の方法で計算されている3)．
理論段数＝応答曲線保持時間 /応答曲線の分散．

カラムDの充填特性測定条件
流量 250 mL/min
試料 5% acetone 10 mL
移動相 水

評価値
非対称
係数As 段数N

カラムD 1.3 1800
先行海外品 1.2 1700

表2．開発した5種類のプラットフォーム精製プロセス

名称 使用分離剤（カラム） メーカー リガンド 分離剤基材

DSP-1

AF-rProtein A HC-650F 東ソー a 合成ポリマー

GigaCap S-650M 東ソー b 合成ポリマー

GigaCap Q-650M 東ソー c 合成ポリマー

DSP-2

KANEKA KanCapA 3G カネカ a セルロース

JNC d セルロース

JNC b セルロース

DSP-3

Amsphere A3 JSR a 合成ポリマー

BioProS75 ワイエムシィ b 合成ポリマー

BioProQ75 ワイエムシィ c 合成ポリマー

DSP-4

Protein A MabSpeed rP202 三菱ケミカル a 合成ポリマー

ChromSpeed Q103 三菱ケミカル c 合成ポリマー

ChromSpeed S103 三菱ケミカル b 合成ポリマー

DSP-5
Protein A ADREPMA改良品 大阪ソーダ a 球状シリカ

QyuSpeed D 旭化成メディカル c 中空糸膜型

a）プロテインAクロマトグラフィー
b）陽イオン交換クロマトグラフィー
c）陰イオン交換クロマトグラフィー
d）ミクスドモードクロマトグラフィー
注1：DSP-1からDSP-4はポリッシュに2つのクロマトグラフィーを使用しているが，DSP-5はポリッシュをメンブレン
（中空糸）アドソーバー（膜型吸着体）1種類で実施した．
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部分はステンレス製でCIP可能な構造となっている．完
全シングルユース化された装置より簡単な構造であり，
操作ミスの軽減とコストダウンが可能になる．

プロセスアナリティカルテクノロジー（PAT）の開発

一般的なクロマトグラフィー装置は図2のように，紫
外吸収，電導度，pHの検出が標準である．これらの検
出器では，不純物を含む培養液中の抗体濃度を選択的に
検出することができない．
カラムからの溶出液を間歇的にサンプリングして，

HPLC分析をすれば，抗体を選択的に検出できるが，ク
ロマトグラフィープロセスのオンラインモニタリングと
して活用にするには，1分以内の超高速分離が必要であ
る．数マイクロメートルの貫通孔が主体の一体型材料で
あるモノリス（図5）を基材としたクロマトグラフィー
では，細孔拡散抵抗がほとんどなく物質移動が迅速なの
で，滞留時間が数秒でも良好な分離が可能となる．プロ
テインAを固定化した0.2 mLのシリカモノリス（京都
モノテック）により滞留時間2秒，分析時間1分以内で
完了するシステムによりオンラインモニタリングシステ
ムを構築し，実証することに成功した．

まとめと今後の展望

DSPの効率化のために，シングルユースシステムを
開発した．高性能分離剤と，それを適切に充填したプレ
パックカラムを開発した．海外先行品を上回る高性能ク
ロマトグラフィー分離剤を開発し，これらを充填したプ
ロセス設計用（1–40 mL）および小型製造用1 Lプレパッ
クカラムを製造した．高効率精製プロセスを5種類開発

し，神戸GMP施設において50 L培養液からシングルユー
スシステムで既存プロセスの1/2以下の時間で実施でき
ることを実証した．高速PAT装置も開発し，実用性を
確認した．
さらなるDSPの効率化として連続化（連続操作）が
期待されている．クロマトグラフィーの連続化は複数カ
ラムの切り替え操作が一般的であり，小型で同じ性能の
カラムが必要となる．プレパックカラムが最適であり，
本プロジェクトで開発されたプレパックカラムは，連続
クロマトグラフィーにおいても活躍できると考えてい
る．また，シングルユースクロマトグラフィー精製シス
テムは連続操作においても有効である．
回分操作および連続操作のどちらにおいても数学モデ
ルによるプロセス迅速開発とプロセス最適化は重要であ
る 3–6)．特に連続操作ではシミュレーションモデルがな
いと操作条件を決定することができないので，シミュ
レーションモデルとともにシミュレーションモデルに
必要なパラメーターの迅速決定方法の研究開発が必要で
ある．
また，連続操作においてはPATが必須であり，超高速

モノリスPAC以外にも，不純物の迅速検出などのオンラ
インモニタリングシステムのさらなる開発が望まれる．
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図5．A）モノリスクロマトグラフィーの概念図とB）シリカ
モノリスの電子顕微鏡写真（http://www.k-monotech.co.jp/）


